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　　　The　reactivity　of　isolated　rat　parotid　cells　toα一andβ一adrenergic　agents　was　investigated．　To
avoid　diminution　of　cellular　responses　to　the　drugs，　isolated　parotid　cells　were　carefully　prepared　by
amethod　which　modi且ed　the　duration　of　trypsin　treatment　and　the　buffer　system　of　the　incubation
media　in　the．　original　method　of　Mangos．
　Responses　of　the　cells　to　the　drugs　were　as　follows：
　　　i）Isoproterenol（ISP）increased　amylase　release　fro血the　cells　when　applied　in　concentrations
greater　than　10－9M，　with　its　maximum　effect　being　at　10－4M．　ISP－induced　accumulation　of　cyclic
AMP　reached　the　maximum　2　min　after　administration　of　the　drugs，　ii）Methoxamine（10　5－10－4
M）increased　amylase　release　from　the　cells，　but　the　degree　of　the　increase　was　smaller　than　that　by
ISP．　The　addition　of　methoxamine　into　medium　did　not　alter　the　bas．al　level　and　ISP－induced　eleva－
tion　of　cyclic　AMP　in　the　cells．　iii）Methoxamine　additionaUy　increased　ISP－induced　amylase
release．　iv）M6thoxamine－induced　amylase　release　was　reversed　to　the　Ievel　of　basal　release　by
removal　of　calcium　from　the　incubation　medium，　but　ISPrinduced　enzyme　release　was　unaffected．
　　　It　was　concluded　that　isolated　parotid　cells　could　be　employed　as　a　useful　tool　in　the　analysis
of　the　action　of　variou：s　adrenergic　agents．　　　　（Received　June　17，1982　and　accepted　July　20，1982）
1　緒 言
　哺乳類の唾液分泌に関して，その流出量ならびに組
成は，自律神経系によって調節されている1’2＞．交感神経
の伝達物質であるノルアドレナリンは，唾液腺におい
ては二つの受容体，α一およびβ一（アドレナリン）受容
体を介してその調節作用を現わすのである3）．すなわち，
ラット耳下腺を例にとれぽ，その分泌細胞（acinar
cells）においては，α一受容体．の刺激によってカリウム
の放出がうながされ，また，β一受．容体の刺激によって
凌一amylaseの分泌の著しい増加をきたすのである4｝．こ
れらの反応と同時に，前者においては細胞外からのカ
ルシウム（Ca）の流入の増加が5），また，後者において
は細胞内のcyclic　AMP量の増加が認められるのであっ
て9これらの現象が先に述べたそれぞれの反．応の発現
に重要な役割を演じているものと考えられている7）．
　以上の点から，ラット耳下腺は，アドレナリン作動
薬およびその拮抗薬の性質やそれらの効力検定に極め
て好都合な組織であるといえる．しかしながら．，耳下
腺組織切片を上述の目的に用いる場合には，他の．カテ
ゴリーに含まれる薬物の場合と異なり，得られた．結果
の解析にあたっては特別な配慮が必要である．例えば，
．典型的な例として，内因性カテコールアミンの遊離を
うながすような働きを持つ薬物の場合があげられる．
Ohshika　6’α卿およびDoggrell　and　Paton9）がlabe－
talo1について．報告したように，アドレナリン作動薬の
．効果は，内因性ノルアドレナリンの放出により修飾さ
れうるのである．
　一方，ラット耳下腺組織を酵素処理して得られた耳
下腺分離細胞1q11）は，上述した作用解析の目的に合致し
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た材料と考えられる．しかし，酵素処理のために，得
られた分離細胞の薬物に対する反応性が組織切片に比
して低いことも指摘されており12｝，これを使用する上で
全く問題がないわけではない．
　本研究は，ラット耳下腺分離細胞がアドレナリン作
動薬の効果判定に適切な材料であるか否かを，amylase
放出の面から再検討することを目的として行なわれた
ものである，
2　実験材料および実験方法
2・1　実験材料
　Wistar強弩i性ラット（150－250　g）をpentobarbital
sodium（50　mg／kg，腹腔内投与）で麻酔し，両側の
耳下腺を摘出し，材料とした。
　耳下腺細胞の分離および浮遊液用として用いた溶液
は，Krebs－Ringer－Tris緩衝液（以下KRT液とす
る）を基準液とし，使用目的によってその組成の一部
を変更したものである．
　基準液の組成：NaCI　103，　KCI　4．7，　CaCI22．5，
MgC121．1，　Naβ一hydroxybutyrate　5．0，　Na　pyru－
vate　4．9，　Na　fumarate　2．7，　Na　glutamate　4．9，
Tris（hydroxymethyl）aminomethane　20．0（mM）．
　細胞分離用第1液：基準液の組成からCaC12および
MgC1、を除き，　trypsin（0．01％）を添加した溶液．
　細胞分離用第II液：第1液からtrypsinを除き，
collagenase　（0．1％），　hyaluronidase　（0．1％），
trypsin　ir由ibitor（0．01％）を添加した溶液．
　細胞分離用第III液：基準液に牛血清アルブミン
（BSA，　fraction　V）およびtrypsin　inhibitorをそれぞ
れ2％，0．01％添加した溶液．
　細胞浮遊液（KRT液）：基準液にBSAを1％添加
した溶液．
　細胞浮遊液（Ca－free　KRT液）：KRT液の組成か
らCaC12を除き，　ethylene　glycol　bis一（β一aminoethyl
ether）一N，　N－tetraacetic　acid（EGTA）を1mM
加えた溶液．
　以上すべての溶液のpHを7．4に調整した．
　以下の酵素および薬物を使用した．
　酵素：Trypsin（type　III，　Sigma），　collagenase
（type　IV，　Sigma），　hyaluronidase（type　I－S，
Sigma），　trypsin　inhibitor（type　II－S，　Sigma）．
　薬物：L－lsoproterenol　D－bitartrate（Sigma），
N6，02仁dibutyryl　adenosine－3’＝5’一monophosphate
sodium（dibutyryl　cyclic　AMP，ヤマサ醤油㈱），
phentolamine　mesylate（Regitin⑪，Ciba　Geigy），
propranolol　HCI（インデラル⑪，住友化学工業）．
Methoxamine　HCIは日本新薬株式会社より提供を受
けた．
2・2　実験方法
　2・2・1　耳下腺細胞の分離と細胞浮遊液の調製
　耳下腺細胞の分離方法は，Mangos　6’αZ3。｝の方法
を一部改変して行ったが，その大要をFig．1に示した．
すなわち，細分した耳下腺をtyrpsinを含む第1液で約
5分間処理した後，遠沈し，そのペレットをcollagen－
ase－hyaluronidaseを含む第II液で処理した．
Incubation中は時々ピペットによる機械的操作を加え，
30～40分後に，この組織浮遊液をテトロン・メッシュ
で濾過した．得られた濾過液を遠沈し，このペレット
を第III液で3回洗浄した後，最後にKRT液で細胞浮
遊液を調製し（2－3mg　cell　protein／m1），これを以下
の実験に使用した．
　耳下腺細胞が直接触れる実験器具には，ポリプロピ
レン製を用いた．
凹⊥nced　parotid　glands
　 　　↓
Incuba仁⊥on　of　t二he　tissue　wit二h　medium　工
〔0・01署trypsin｝
　　　　↓一・…
Cenヒrifugation
　　　↓一・・5…
1口cubatiし，n　of　ヒhe　pellet　wit＝h　medium　工工
〔0．1毛ooUdqenδse，0．1審hyaluronidase，
0．01急　ヒrypsin　inhibitQr）
　　　　　↓一一如一
Fi1亡rヨ仁ion　through　ヒhe　TetorQn　mesh
　　　　　↓
　　　　　f土rst　70　rriesh　／　inch．
　　　　　se⊂ond　200　mesh　／　irlch．
Washing　of　ヒhe　pe1ユe仁　with　medium　Iエ1
（2亀　bovine　serurII　dlbuminr
O．01亀trypsin　inhibitor｝
　　　　↓
Cenヒrifugation
　　　　↓一一・
usperlsion．of　ヒhe　pelleし　in　KRT　mediulli
〔2　．　51rlq　pr．oいin　／1［1U
Fig．1　Procedure　of　the　preparation　of　isolated
　　　ac nar c lIs　from　rat　parotid　glands．
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　2・2・2　α一Amylaseの測定
　細胞浮遊液1m1を，4m1のKRT液またはCa－
free　KRT液に加え，100％02ガスを通気しながら，
37℃で15分間preincubateした．
　Isoprotereno1（ISP）とmethoxamineとを併用す
る実験では，ISPの添加5分前にmethoxamineを細
胞浮遊液に加えた．また，拮抗薬の添加の場合には，
ISP添加7分前に行った．　ISPの添加直前，および添
加後，10，20，30，60分に細胞浮遊液よりそれぞれ
100μ1を採り，直ちに微量用遠心機（Fisher，　Mode1
59）により遠沈（1000×g，30sec）した．それぞれ上
清のamylase活性を測定し，　preincubation中および
薬物添加後細胞よりmedium中に放出されたamylase
量を算出した．
　また，incubation終了後，細胞浮遊液の250μ1を採
り，凍結と融解とを3回繰り返した後，この融解液の
amylase活性を測定して，細胞浮遊血中のamylaseの
総量を求めた．薬物の添加によって放出されたamylase
量は，以下の式を用いて算出し，薬物添加前の耳下腺
細胞における総amylase含量（initial　cell　content）
に対する百分率として表示することにした．
　　Am・1・・eの放出率（％）一悪・…
　m：薬物添加後のmedium中のamylase量
　b：Preincubation中に放出されたmedium中の
　　　amylase量
　t：薬物添加後の細胞浮遊液中のamylase総量
　なお，amylase活性の測定は，　Searcy♂α」｝3）の方
法を用いた。また，蛋白の定量は，Lowry　6’α1．14）の
方法によって行った．
　2・2・3　Cyclic　AMPの測定
　耳下腺細胞浮遊液に薬物を添加し，2分後に200μ1
の細胞浮遊液を採り，そこに含まれるcyclic　AMPの
総量を求めた．また，cyclic　AMP量の経時的推移を
知るため，0，1，2，5，10，20，30分後に，同様に試
料を採り，細胞浮遊液中のcyclic　AMP量を求めた．
Cyclic　AMPの測定は，採取した各試料を，　Honma
6’α115｝の方法にしたがい，EDTA－HCI液を添加後，
100℃で加熱し，遠沈後，上清について市販のcyclic
AMP測定キット（ヤマサ醤油㈱）を用いてradio－
immunoassay法により行った．
3　実験結果
3・1　ラット耳下腺分離細胞の性状
　得られた耳下腺分離細胞を光学顕微鏡で観察すると，
単一細胞が全体の細胞の40～60％を占め，残りは
2～10個ずつの細胞群の小塊として認められた．一匹の
ラットの耳下腺組織から，ほぼ107個の細胞が得られた．
これらの細胞について0．2％trypan　blue液による染
色性を検討したところ，調製直後においては，色素非
染色性を有する細胞は，全体の95．3±0．6％を占めた．
また9Q分隊のincubationを行った後では，非染色性の
細胞の占める割合は僅かに減少した（88．2±1．1％）．こ
のことから，incubation中におこる分離細胞の損傷は
少ないものと考えられた．
　耳下腺細胞浮遊液調製直後における浮遊液中に含ま
れるところの，細胞および溶液中のamylaseの総和は，
727．9±3．9units／mg　proteinであった．この値は，薬
物を加えて60分間のincubationを行い，細胞から溶液
中へamylaseの放出をさせた後でも変化しなかった
（746．4±42．1units／mg　protein）．したがって，この
条件下では，amylaseの分解や失活などは起こらない
ものと考えることができる．なお，37℃において，
soluble　starchからmaltoseを1分間あたり1μmole
相当生成させることが可能なα一amylaseの量を1unit
とした．
3・2Amylase放出よりみたISPに対する反応
　薬物に対する耳下腺分離細胞の反応性を検討する目
的で，まずβ一受容体のagonist（作用薬）であるISP
（10－6M）の添加によるamylase放出量を測定した．
Fig．2に示すように，分離細胞からのamylaseの放出
は，ISP添加後60分までおおむね時間とともに直線的
に増加し，その放出量は3⑪分および60分でそれぞれ
initial　cell　contentの22．8±1．2％，33．6±1．5％に
達した（以下特にことわらない限り，％表示はinitial
cell　contentについての値を示したものである）．他方，
amylaseの基礎放出量（basal　release）は，30分お
よび60分でそれぞれ3．1±0．6％，6．5±1．6％であっ
た．
　また，Fig．3に示すようにISP添加による分離細胞
からのamylase放出は，　ISPの濃度が10－gMから出現
し，1『4Mで最大に達した．10　4M　ISP添加による
amylaseの最大放出量は，30分間で25．0±1．9％で
あった．
3・3Cyclic　AMP生成量よりみたISPに対する反応
　ISP添加によるcyclic　AMPの生成量から分離細胞
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Time　course　of　isoproterenol－induced
amylase　release　from　isolated　par．ot．id　cells．
Each　point　is　the　mean　±　．S．　E、　of　three
experlments．
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の反応性を検討した．細胞浮遊液におけるbasal　cyclic
AMP値は，　incubation開始後2分で2．5pmoles／mg
proteinであり，30分間のincubation中ほとんど変化
しなかった（Fig．4）．次に，　ISP（10－6M）を添加する
と，細胞浮遊二三のcyclic　AMPレベルは急速に上昇
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Fig．3　Amylase　release　from　isolated　parotid　cells
　　　　　　りyisoproterenol．　Isolated　parotid　cells　were
　　　　　　incubated　with　i．soproterenol　for　30　min．
　　　　　　Closed　circle　shows　the　l．evel　of　amylase
　　　　　　release　during　a　30　min　incubation　without　iso－
　　　　　　proterenoL　Each　point　is　the　mean　±　S，　E
　　　　　　of　four　experiments．
し，2分で最高に達し（40．Opmoles／mg　protein），そ
の後，比較的緩やかに低下した（Fig．4）．
　　次に，このISPによるcyclic　AMPレベルの上昇に
対するα一受．容体のagonistとantagonist（拮抗薬），
およびβ一受容体のantagonistの影響を検討した
Table　l助。お（ゾ耀伽κα謝紹α畷
加勿帽6召傭．
．ゴSOργ0’θ㎎η010ηoy6〃σ、4　MPα60観Z％1翻碗碗がSO14擁
Cyclic　AMP
Agents Concentration
　　　　（M）
Control Phentolamine
　　（IG－5M）
Propranolol
　（IG『6M）
None
Methoxamine
Isoproterenol
Methoxamine．
　　　　十
IsOproterenO1
10「5
1『6
10－5
10『6
1．0
　1．1±0．1　（4）
17，3±5．6　（4）
17．3±6．9　（4）
　0．9±0．1　（3）
1．0±0．1（3）
15．1±2．3　（3）
13．5±1．7　（3）
0．9±0．1　（3）
1．1±0．1（3）
0，9±0．1　（3）
0．9±0．0　（3）
　　　Values　are　expressed　as　the　ratio　of　the　cyclic　AMP　level　in　the　presence　of　drugs　to　that　in　the
absence　of　drugs（basal　leve1）．　Incubation　was　terminated　at　2　min　after　the丘nal　addition　of　the
agonist．　Methoxamine　was　added　to　the　incubation　medium　5　min　before　isoprQterenol．　Phentolamine
or　propranolol　was．　added　7　min　before　the　final　incubation　wi．th　the　agoniSts．　Values　a．re　given　as　the
mean±S．　E，　and　the　number　of　experiments　is　shown　in　parentheses．
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（Table　l）．　Incubation　2分間にみられたcyclic　AMP
のbasalレベルを1として，薬物添加時のレベルと比較
した．Table　1に示すように，α一受容体のagon量stであ
るmethoxamine（10一‘M）はそれ自体，細胞浮遊液の
cyclic　AMPレベルを変えなかったばかりでなく，　ISP
の作用にも影響を与えなかった．また，β一受容体の遮
断薬であるpropranololは，10－6Mの濃度でISPの作
用を完全に抑制したが，α一受容体の遮断薬である
phentolamine（10－5M）は無効であった．
3・4Amylase放出よりみたdibutyryl　cyclic　AMP
　　に対する反応．
　β一受容体を介するζとなく，直接amylase放出を増
加させる5）ところのdibutyryl　cyclic　AMPに対する耳
下腺．細胞の反応性を調べた（Fig．5）．　Dibutyryl　cyclic
AMP（1『3M）の細胞浮遊液への添加は，30．分間で基
礎放出によるamylase量の約5倍の放出（16．3±
1．5％）をひきおこした．
3・5Amylase放出よりみたmetLoxamineに対する反
　　応
　Amylaseの放出はα一受容体のagonistによってもひ
きおこされるが，β一受容体のagonistに比べて程度は
弱いといわれている6）．耳下腺分離細胞について，30分
間におけるamylase放出を測定したところ，　Table　2に
示すごとく，10－6M－10－4Mのmethoxamineにより増
加を示したが，その程度は1r6MのISPに比して小であっ
た．このmethoxamineによるamylase放出は，α一受
容体のantagonistであるphentolamine（10　5M）の添
加により抑制された．
　耳下腺の組織切片を用いた成績では，ISPに．よる
amy ase放出が，α一受容体のagonistsによって増強さ
れる16）ことが認められているので，分離細胞についてこ
の点を確かめる実験を行った（Table　2）．　ISP（10－6
Table　2助。‘s　qプ〃z励α脇窺伽。η醐蜘∫6忽鰯6加窺乞so編θ4加π漉466♂」3．
ConcentratiOn
　　ofrnethoxamine
　　（M）
Corltrol Phentolamine（10　5M）
　　Isoprotereno1（ユ0－6M）
without　　　　　　　　　with
　　Isoprotereno1（10－6M）
without　　　　　　　　　with
None
10｝6
10－5
！0－4
4．0±0．5　（10）
5．5±1．1　（5）
7，2±0．8　　（6）a
7．0±0．9　（4）b
23．6±1．5　（10）
29．2±2，9　　（4）
38．1±3．2　（5）a
32．7±4．3　（4）b
4．1±0．2　（4）
3．6±0．2　（3）
4．0±0．4（3）c
3．5±0．7　（3）c
21．3±2．4　（．3）
22．1±2．5　（4）
20．8±2．5（4）c
21．2±1．7　（4）c
　　Values　show　the　amount　of　amylase　released　during　30　min．　Each　value　is　expressed　as　the
percent　of　initial　cell　content．　Methoxamine　was　added　to　the　incubation　medium　5　min　before　iso・
proterenol，　Phentolamine　was　added　7　min　before　the　final　incubatlon　with　the　agonists．　Values　are
given　as　the　mean±S．　E．，　and　the　number　of　experiments　is　shown　in　parentheses．
Statistical　significance：ap〈0．005　vs　None，　bp＜0．05　vs　None，　cp〈0．05　vs　ControL
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Time　course　of　isoproterenol－induced　cyclic　AMP
accumulation　in　isolated　parotid　cells．　Each　point　is
the　mean　value　of　two　experiments．
●＿＿●Control，○　　O　IsQprQterenol（10－6M）．
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M）による耳下腺．分離細胞からのamylase．放出量は，
10－6M，10－5M，および10－4Mのmethoxamineの添加
によって，それぞれ24％，61％，および39％増加した．
このmethoxamineにより増加したamylase放出量は，
phentolamine（10－5M）処置によりほぼISP単独によ
るamylase放出のレベルにまで低下した。一方，
dibutyryl　cyclic　AMPの添加によるamylaseの放出
もまた，methoxamine（1r5M）により増強された
（Fig．5）．
3・6薬物に対する応答と外液カルシウムとの関係
　MethoxamineおよびISPによる耳下腺細胞からの
amylase放出について，外液Caの関与の有無を検討し
た（Fig．6）．耳下腺分離細胞をCa－free　KRT液中で
30分間incubateしたときのamylaseの基礎放出量は，
3．5±0、7％で，Caを含んだ正常KRT液中で得られた
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　　　　　　　　　　　　　や　　　　　　　　　　　　MTX
Fig．5　Amylase　release　from　isolated　parotid　cells
　　　　by　dibutyryl　cyclic　AMP．（DBcAMP）．　Isolated
　　　　parotid　cells　were　incubated　with　DBcAMP
　　　　for　30　min．　Methoxamine　was　added　5　min
　　　　before　DBcAMP．　Each　bar　i．s　the　mean＋
　　　　S．E．　of　four　experiments．
　　　　Statistical　signi丘cance　二
　　　　　　＊p＜0．05vs　NQne．，
　　　　　　＊＊p〈0．05vs　DBcAMP．
　　　　MTX：methoxamine．（10－5M），
　　　　DBcAMP二dibutyryl　cyclic　AMP（10－3M）．
値とほぼ同じであった．次に，methoxamineは，正常
KRT液．中ではamylase放出を有意に増加させた濃度
（10　5M）においても，　Ca－free　KRT液中ではamy1－
ase放出の増加を起こさなかった．他方，　ISP（10一6M）
によるamylase放出は，　Ca－free　KRT液中でも，　Ca
を含む正常KRT液における場合と同程度であった
（25．4±1．0％）．
　また，正常KRT南中ではISPによるamylaseの放
出がmethoxamineの存在下で増大したのに対して，
Ca－free　KRT液中では，　F重9．6に示すようにこの増大
の程度は著しく減弱した（P＜0．05）．しかし，それで
もなおmethoxamine単独の場合と異なり，　ISPの作用
に対する増強効果は認められた（P＜0．05）．
Fig．6
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＊
None　　MTXISP　　ISP
　　　MTX
Amylase　release　from　isolated　parotid　cells
in　Ca－free　me．dium．　Isolated　parotid　ce．11s
were　incubated　for　30　min　with　normal　or
Ca－free，　EGTA－added　medium．　Methoxamine
as　added　5　min　before　isoproterenoL　Each
bar shows　the　mean±S．　E．　of　four　exper－
1ments．
Statistical　signi丘cance　二
　　＊p〈0．05vs　normal　medium，
　　＊＊P＜0．05　vs　isoproterenol　in　Ca－free
　　medium．
MTX＝methoxamine（10－5M），
ISP：isQproterenol（10－6M）．
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4　考 察
4・1　耳下腺分泌細胞の分離方法について
　細胞の分離および浮遊液に用いた溶液：前陣8）の耳下
腺組織片についての方法に準じて，耳下腺細胞の分離
ならびに浮遊液の調製にKRT液を用いた．緩衝液系と
して，唾液腺細胞の実験には通常bicarbonate　buffer
が使用されている鼠1賦18）が，Tris　bufferを用いた報告
は少ないi9）本実験では，　Tris　bufferを用いたが，細胞
分離の上で何等支障をきたさなかった．また，trypan
blue非染色性やISPに対する反応の上からみても，む
しろbicarbonate　bufferに比して優れているように思
われた．さらに，先に報告した耳下腺組織切片を用い
てのamylase放出およびcyclic　AMPに関する実験8）
ではTris　bufferを用いたので，分離細胞についても成
績を比較する上で，同じKRT液を用いることが好都合
と考えられた．
　酵素による消化：細胞を分離する上で問題となるの
は，酵素のproteolytic　effectにより細胞の生理的反応
が著しく損なわれる可能性のある点である10）．著者らが
Mangos　6’α1」0）の方法によって得た耳下腺分離細胞で
は，30分間のincubationで，　initial　celI　contentの
10％に相当するamylaseの基礎放出を起こした．しか
し，本実験で用いた分離細胞では，60分間のincuba－
tionにおいても基礎放出量は6．5％にとどまり（Fig．2），
細胞膜等の障害も受けにくいことを示した　さらに，ISP
（10－6M）に対する反応性からみると，　Fig．2に示すよ
うに細胞からの30分間のamylase放出は23％であっ
た．これに反して，著者らがMangos認α」30）の方法で
分離した耳下腺細胞を使用した場合には，30分間で
15％の放出にとどまり，反応性の減退していることを
思わせた．
　得られた分離細胞の均一性：光学顕微鏡下での形態
は，単一な細胞が全体の40－60％を占め，他は2個ない
し10個の細胞の塊をなしているのが認められた．本法
のごとく，さき『にtrypsinにて処理する場合には，この
処理時間を長くすると単一分離細胞の収量は多くなる
ようである．しかし，この処置の時間が5分を越える
と，trypan　blueの非染色性が若干向上するにもかかわ
らず，薬物に対する反応性は著しく損なわれることが
認められた．分離された単一細胞の薬物反応性は，分
離腺房や組織切片における反応性と比較して劣るとい
う報告1鼠20）があるが，おそらく，trypsin処理の時間が
その原因であろうと思われる，
　耳下腺から分離した細胞には腺細胞以外のものとし
て，Mangosαα乙lo）によれぽ，5工程度に導管の細胞
（ductal　cells）が含まれている．したがって，薬物添加
により生ずる反応は，ほぼ腺細胞のそれを示している
ものと考えることができる．他方，本実験の目的とす
るアドレナリン作動薬の働きを解析する上では，こう
した分離細胞におげる神経終末の残存が問題になるで
あろう．事実，Leslie♂8♂ρ1）は，若干の神経終末が
分離した細胞上に残存すると報告している．しかし，内
因性カテコールアミンの遊離をおこすと考えられてい
るlabetalo1を用いての実験例8）からわかるように，組
織切片を用いた場合とは異なり，分離細胞を用いた場
合の実験成績については，こうした神経終末の残存に
よる影響は実際上無視して良いものと思われる．
4・2　アドレナリン作動薬に対する反応性
　耳下腺分離細胞におけるアドレナリン作動薬の効果
の指標として“amylase放出”を用いた．すでに緒言
で述べたごとく，β一agonlstではもちろんのこと，
α一agonistによっても同様にamylase放出が組織切
片16〕でも，分離した細胞でも認められた（Table　2）．こ
のように，独立した2種のアドレナリン受容体の刺激
によりそれぞれ異なった機序を介して起こるamylase
放出の程度を測定することにより，細胞の反応性を検
討することができる．
　そこで第一に，耳下腺分離細胞のβ一受容体を介する
反応性について検討を行った．Amylase放出を起こす
ISPの最：少の濃度および最大反応を起こす濃度は，耳下
腺組織切片ではそれぞれ1r8Mおよび10－4Mであり，
ISPについてのdose－response　curveは，分離細胞で
得られたもの（Fig．3）より明らかなに右方移動してい
ることが認められた（未発表）．しかし，最大反応を起
こす濃度（10－4M）は，両者の間に差がなかった．この
ことから，分離細胞を使用することにより，低濃度
（10－6M以下）のISPに対する分泌細胞の反応をより良
く把握することができるようである．このように，dose－
response　curveに差のあるのは，　ISPが細胞に到達す
ることの遅速に起因しているとも考えられる．しかし
ながら，ISPによるcyclic　AMPレベルの上昇が最高
に達する時間は，組織切片22）においても分離細胞におい
てもISP添加後2分であること（Fig．4）から，他の要
因も関係しているであろう．
　第二に，分離細胞のα一受容体を介する反応性につい
て検討した．α一受容体の刺激により，amylase放出が
増加することは，（i）α一agonistであるmethoxamine
によりamylase放出が増すこと（Table　2），（ii）この
増加が主として，外液Caに依存していること（Fig．6），
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（iii）α一受容体のantagonistであるphentolamineは
ほぼ完全にmethoxamineの作用を抑制すること
（Table　2），などの事実からより確実なことと思われる．
したがって，耳下腺分離細胞からのamylase放出を手
段として，細胞のα一受容体を介した反応性を検討する
ことが可能である。
　以上の実験結果は，耳下腺分離細胞にα一および
β一の両アドレナリン受容体が共存していることを示し
ているものである．もし，耳下腺において，交感神経
の興奮によりその終末からノルアドレナリソが放出さ
れた場合には，α一およびβ一の両受容体は同時に刺激さ
れることになるが，この時どのような効果が出現する
かは興味深い問題である．ラット耳下腺切片を用いた
実験では，ISPによるamylase放出が，　methoxamine
によって両薬物の各作用効果の単純な加算以上に増大
することが示された16）．しかし，耳下腺分離細胞ではISP
とmethoxamineの共存下でのamylase放出は，各薬
物の作用効果の相加的な協力にとどまった（Table　2）．
このようにmethoxamineの増強効果の現われ方に組織
切片と分離細胞とで異なったのは，（i）分離細胞では，組
織片とは異なり内因性カテコールアミンなどの修飾因
子が除かれていること，（ii）細胞の分離操作のさいに，
Ca2＋およびMg2＋イオン除去による非生理的環境に細胞
がさらされたこと，（iii）酵素処理をうけたこと，などに
よるのかもしれない．
　ISPとmethoxamine共存下でのamylase放出量の
増加の程度は，組織切片では外液Caの有無によって左
右されなかった16）のに対して，分離細胞では外液Caを
欠くと著しく放出が低下した（Fig．6）．このように組
織切片と分離細胞との間に，外液Caを除去した影響の
現われ方に差を生じたのは，Ca－free　KRT液での
incubationの時間の長さの違いに起因しているものと
考えられる．すなわち，組織切片では短時間であった
ため細胞内Ca貯蔵部位からのCaの動員が，　ISPの作
用発現に充分であったのに対して，30～60分間
Caイree　KRT液でincubateされた分離細胞では，動
員されるはずの貯蔵Caの枯渇を生じたものと解せられ
る16）．しかしながら，Ca－free　KRT液においても，分
離細胞からのISPによるamylase放出をmethox－
amineが有意（P＜0．05）に増加させることから，上述
のmethoxamineの増強作用の機序については，外液
Caの流入の面からは説明されず，むしろ，α一agonists
が細胞内のCaを動員する23）ことによる可能性が大であ
ると推測される．
5　結 論
　ラット耳下腺分離細胞のアドレナリン作動薬に対す
る反応性を検討する目的で，Mangos法の一部を改変
した方法により，ラット耳下腺の分離細胞をより生理
的である状態で準備し，これを用いて，反応性を検討
し，以下の成績を得た．
　1）　分離細胞からのamylaseの放出は10－gMの濃度
のisoproterenol（ISP）添加により増加し始め，1『4
Mで最大に達した．また，ISPによるcyclic　AMP量
の増加は，薬物添加後2分で最大に達した．
　2）Methoxamine（10－6M－10－4M）はamylase放
出を増加したが，その程度はISPに比較して軽度であっ
た．Methoxamine添加は，耳下腺細胞のcyclic
AMPのbasalレベルおよびISPにより上昇したレベル
には影響を与えなかった．
　3）MethoxamineはISPによるamylase放出を相
加的に増加させた．
　4）　外液からCaを除去した場合には，分離細胞の基
礎amylase放出およびISPによるamylase放出は影響
をうけなかったが，methoxamineの作用は著しく抑制
された．
　以上のごとく，種々のアドレナリン作動薬の作用を
解析するにあたっ．て，耳下腺分離細胞は非常に有用な
材料であると考えられる．
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